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摘要 : 围 食 膜 是 昆虫 中 肠 上 皮 细 胞 分 泌 形 成 一 层 特有 的 非 细 胞 性 半 透 膜 , 肠 烙 和 蛋白 是 其 重要 的 组 成 成 分 。 本 人 研究 利 
用 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 围 食 膜 蛋白 多 克隆 抗体 免疫 第 选 棉铃 虫 中 肠 cDNA 表达 文库 , 共 获 得 385 个 阳性 克隆 ， 
经 DNA 测序 和 序列 对 比 , 确认 其 中 之 一 为 编码 棉铃 虫 中 肠 围 食 膜 肠 粘 蛋白 的 cDNA 克隆 HM72。 序 列 分 析 显 示 , 该 
cDNA 全 长 为 2 888 bp (GenBank 登录 号 : HM017910) , 其 中 ORF 长 2 469 bp, 编码 823 个 氨基 酸 , 包含 起 始 密码 子 
АТС 和 终止 密码 子 TAA, 在 poly A 末端 上 游 19 bp 处 有 一 个 多 聚 腺 苷 酸 信号 序列 AATTAA。 氮 基 酸 序列 分 析 表 明 ， 
其 N- 端 含有 16 个 氨基 酸 的 信号 肽 , 预测 分 子 量 为 84.2 kDa, 等 电 点 3.63, 为 酸性 蛋白 质 。 结 构 域 分 析 表 明 , 该 蛋白 
具有 5 个 几 丁 质 结合 功能 域 , 一 个 粘 和 蛋白 结构 域 和 两 个 甘氨酸 -天 冬 氨 酸 富 集 区 , 该 基因 成 功 表达 100 kDa 的 目的 蛋 
Н. Western blot 分 析 表 明 , HM72 ЖЫЕН RA, HERR SEKKER, 并 由 整个 中 肠 分 泌 ， 而 在 棉铃 虫 脂 
肪 体 、 体 壁 、 马 氏 管 、 唾 腺 、 消 化 液 、 血 淋巴 中 没有 检测 到 НМ72 和 蛋白。 本 研究 为 棉铃 虫 生物 防治 相关 功能 基因 的 深 
入 研究 以 及 完善 昆虫 围 食 腊 理论 等 提供 了 依据 。 
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Cloning, expression and histolocalization of an intestinal mucin gene НМ72 


from Helicoverpa armigera ( Hübner) ( Lepidoptera. Noctuidae ) 

LIU Xiao-Min' , LI Ле, GUO Wei'"^" , XU Da-Qing , ZHANG Xia (1. College of Plant Protection, 
Hebei Agricultural University/Biological Control Centre of Plant Diseases and Pests of Hebei Province, 
Baoding, Hebei 071000, China; 2. College of Life Sciences, Hebei Agricultural University, Baoding, 
Hebei 071000, China; 3. Biological Institute, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang 050051 , China) 
Abstract: Peritrophic membrane ( PM) is an acellular semipermeable membrane secreted by midgut 
epithelial cells in most insects. The insect intestinal mucin is the most important component of PM. А full- 
length cDNA clone M72 encoding an intestinal mucin HM72 was identified by screening Helicoverpa 
armigera midgut cDNA expression library with the polyclonal antiserum against H. armigera PM proteins. 
The full-length cDNA of HM72 is 2 888 bp in length ( GenBank accession no. HM017910) , containing an 
open reading frame ( ORF) of 2 469 bp, followed by an AT-rich untranslated region and a putative 
polyadenylation signal ( AATTAA) located at 19 bp upstream of the polyA tail. The deduced protein 
sequences show that the HM72 is an acidic protein, and is synthesized as a preprotein of 823 amino acid 
residues with a 16-amino acid signal peptide. After removal of the signal peptide, the secreted HM72 
protein is predicted to have a molecular weight of 84. 2 kDa and isoelectric point of 3. 63. The secreted 
HM72 has five chitin binding domains, one mucin domain and two glycine-aspartic acid-rich domain. 
HM72 was recombined into pET21b vector, and expressed by IPTG induction. Western blot analysis 
revealed that HM72 was more abundant in the exuviae, fecal pellets, peritrophic membrane and the midgut 
of H. armigera, and was secreted by cells from whole midgut. HM72 was not found in the larval fat bodies, 
integument, malpighian tubules, salivary glands, midgut fluid and hemolymph. This study provides a 


foundation for the research of bio-control associated novel genes of H. armigera and the perfection of the 
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insect peritrophic membrane theory. 
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FE ДЕ ( peritrophic membrane, PM) 是 昆虫 中 肠 
细胞 分 泌 的 一 层 厚薄 均匀 的 长 管状 薄膜 , 自 中 肠 前 
端 一 耳 延 伸 至 后 肠 ， 是 无 脊椎 动物 特有 的 几 丁 质 - 
жая та, 具有 保护 中 肠 上 皮 细 胞 、 阻 止 有 害 
物质 侵入 和 帮助 消化 等 多 种 功能 (Telam et al., 
1999; Tellam апа Eisemann, 2000; ЖЛЕ ЛП 7 
HH, 2005; Hegedus et al., 2009)„ Бш / EH 
( insect intestinal mucin, ПМ) 是 围 食 膜 的 重要 组 成 
成 分 , 与 消 椎 动物 上 皮 分 泌 的 粘 重 日 (mucus) 相似 ， 
在 保护 昆虫 免 受 微生物 侵 染 等 方面 起 看 非常 重要 的 
作用 (Terra, 2001; Barbehenn and Stannard, 2004; 
Campbell et al., 2008), Н Wang 和 Granados 
(1997b) MU TCR Trichoplusia ni 幼虫 中 鉴定 出 第 
ЕВЕ ИЙ ЕНЕ Ж, Y BT IC Aedes 
aegypti, 1% A IR Mamestra configurata, /|у эё Ў 
Plutella xylostella, &H 3: Tg WX Spodoptera exigua 等 昆 
ж ИИ H AH AE 5 9L ( Rayms-Keller et al., 
2000; Sarauer et al., 2003 ; Shi et al., 2004; KEE, 
2008; 李 委 等 ,2010 ) 。 研 究 发 现 ,， 粉 纹 夜 蛾 体内 
ПМ 虽然 可 以 抵抗 中 肠 内 和 蛋 日 酶 的 降解 , 但 却 是 颗 
粒 体 病毒 ( TnGV ) 增 效 蛋 日 (Enhancin) 的 专 化 性 作 
用 靶 标 , 能 够 被 Enhancin 降解 ， 从 而 破坏 围 食 膜 的 
完整 性 , 致使 感染 昆虫 的 病毒 顺利 通过 围 食 膜 屏障 
到 达 中 肠 细 胞 (Lepore et al., 1996; Wang and 
Granados, 1997a; È X5 yh 28, 1999; W i$ F $, 
2003), Fang 等 (2009 ) 研究 表明 ， 苏 云 金 车 胞 杆菌 
Bacillus thuringiensis 中 的 Bel Ж EA BE 82 EE Ж“ Tg eS IR 
Helicoverpa armigera 及 粉 纹 夜 娥 围 食 膜 中 的 ПМ, 从 
而 显著 增加 CrylAc XT 8x8 Н 57 m АЕ, NEP, 
外 源 凝 集 素 可 以 结合 昆虫 围 食 膜 几 丁 质 或 中 肠 上 皮 
АЛЕ ТА НУТ ЕЕН. 降低 围 食 膜 的 通 透 性 , 影响 营 
养 的 正常 吸收 , 并 促进 消化 违 内 细菌 的 繁殖 ， 从 而 
对 昆虫 造成 毒害 , 使 其 感 病 , 生长 发 育 受 到 抑制 ， 
其 至 死亡 ( 相 静 波 等 , 2004) 。 因 此 , ЫШ МЕН 
的 鉴定 , 可 为 害虫 生物 防治 潜在 新 遍 标 的 研究 提供 
前 提 和 基础 。 

AIS а Е ARRP EE, 是 世界 性 农业 重 
KER, 广泛 分 布 于 非洲 、 亚 洲 、 印 度 、 澳 大 利 亚 、 
太平 洋 和 欧洲 等 地 区 ， 主 要 危害 枫 花 、 蔬 菜 、 小 麦 、 
花生 和 豆 科 等 多 种 农作物 , 对 它 的 防 控 是 农业 生产 


面 对 的 长 期 间 题 (Wu and Guo, 2005) , 但 至 今 尚未 
有 编码 棉铃 虫 中 肠 围 食 膜 蛋 日 全 长 基因 的 文献 报 
道 。 本 人 研究 通过 对 棉铃 虫 中 肠 cDNA 表达 文库 的 免 
БЕЙИЛ, 得 到 一 个 编码 其 围 食 膜 肠 烙 集 日 的 全 长 基 
因 , 并 对 其 进行 了 序列 分 析 、 表 达 及 在 棉铃 虫 不 同 
组 织 中 定位 的 研究 ,为 寻找 棉铃 虫 生物 防治 新 靶 标 
PS ХЕ ЖЕШ o 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

棉铃 虫 5 龄 幼虫 , 由 河北 农业 大 学 昆虫 生化 与 
分 子 生物 学 实验 室 提供 , 培养 条 件 为 26 +1°С, RH 
60% ~80% , 光 周 期 16L: 8D, 以 人 工 饲料 饲育 多 年 
的 敏感 品系 。 

T4 DNA 连接 酶 , 限制 性 内 切 酶 Xho I~ Not I 
等 均 购 目 Promega 公司 ,棉铃 虫 围 食 膜 多 克隆 抗 
体 , 由 河北 省 科学 院 生 物 研究 所 制备 并 保存 ，Anti- 
Rabbit IgG (alkaline phosphatase conjugate antibody 
developed in goat) (Sigma), ， 购 目 博 士 德 生 物 工 程 
有 限 公 司 ; NBT 及 ВОР, МА БЕ ГЕИ Г 
限 公司 ; pET21b 载体 由 本 实验 室 保存 。 

1.3 棉铃 虫 中 肠 cDNA 表达 文库 的 构建 及 筛选 

解剖 棉铃 虫 5 龄 幼虫 , 提取 其 中 肠 总 RNA, a 
化 得 到 mRNA。 利用 Stratagene 公司 cDNA Synthesis 
Kit 及 ZAP-cDNA СіѕарасК Ш Gold Cloning Kit, 构建 
其 中 肠 cDNA 表达 文库 。 人 参照 picoBlue 
Immunoscreening Kit ( Stratagene, La Jolla, CA) Jr 
法 , 用 棉铃 虫 围 食 膜 蛋 日 多 克隆 抗体 从 cDNA 文库 
中 筛选 阳性 克隆 。 第 1 轮 租 选 应 保证 有 高 滴 度 (下 
径 为 15 cm 平板 约 生长 5 x 10 MEADE), 然后 挑 
ELE PEE ADETE 2 轮 低 密度 电 选 (直径 为 平板 
约 生长 30 ~ 100 TRANE) 。 最 后 挑 取 第 2 $60 ye 
的 阳性 噬 菌 斑 ,根据 ZAP-cDNA Gigapack Cloning 
Kit 操作 步骤 将 pBluescript? SK (-) phagemid 
(Stratagene, La Jolla, CA) 进行 切除 。 

1.4 DNA 测序 及 序列 分 析 

提取 切除 的 cDNA. 阳性 克隆 质粒 ,限制 性 酶 切 

分 析 , 挑 取 酶 切 产 物 不 同 的 克隆 以 T3 和 T7 引物 进 
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fT cDNA ХХ [а] 1] Д. 1% cDNA 插入 片断 连接 在 
pBluescript®@ SK(-) 载体 上 , 使 用 DNAMAN 软件 包 
和 BLAST 数据 库 搜索 程序 进行 DNA 和 氨基 酸 序列 
分 析 和 数据 库 搜索 。 利 用 MEGA4.0 软件 进行 统计 
学 分 析 ， 并 采用 邻接 法 构建 昆虫 肠 粘 和 蛋白 间 系 统 发 
育 树 。 
1.5 重组 表达 载体 pET21b-HM72 的 构建 

利用 Xho I 和 Not I XS UJ cDNA 阳性 克隆 
HM72 ,琼脂 糖 凝 胶 电 泳 回收 2.9 kb B* ЕН Ж 
EHE, 与 经 同样 双 酶 切 的 pET21b 载体 回收 片断 
进行 连接 ， 转 化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21, 在 
含有 100 pg/mL 宽 下 青霉素 的 抗 性 平板 上 进行 重 
组 子 筛选 ,提取 质粒 DNA, 并 进行 Yho I $8 Not I 
双 酶 切 鉴定 。 
1.6 棉铃 虫 肠 粘 香 自 基因 HM72 {Е Е. coli 中 的 诱 
导 表 达 

接种 鉴定 正确 的 五 coli 重组 子 于 含有 100 pg/ mL 
SA REP АН LB 液体 培养 基 中 , 37 忆 培养 过 夜 ， 
然后 按 1:100( v/v) 的 比例 转 接 于 新 鲜 的 含有 相应 
抗生素 的 LB 液体 培养 基 中 , 37% 振荡 培养 至 ODao 
约 0.5 左右 ,加 IPTC( 异 两 基 -1- 硫 代 -B-D- 半 乳糖 
苷 ) 至 终 浓 度 为 1 mmol/L, 37°С, 220 r/min 分 别 诱 
导 2,4,6, 8 和 10h, 收集 菌 体 ,SDS- 聚 丙烯 酰胺 
BEBE HE ök (SDS-PAGE) 。 
1.7 HM72 特异 抗体 的 制备 

参照 Wang 和 Granados (2003 ) 方 法 , 具体 步骤 
如 下 : 接种 携带 目的 基因 НМ72 的 大 肠 杆 菌 菌 株 
SOLR 至 2 mL LB 液体 培养 基 , 37°С 恒温 振荡 培养 
过 夜 。 第 2 天 , 转 接 200 uL 2812 mL LB 液体 培养 
基 中 , 37 仿 恒温 振荡 培养 , 至 0Dew 达 到 0.5 时 ,加 
A IPTG 至 终 浓 度 1 mmol/L, 37C 继续 培养 4 h。 
4%, 4 000 r/min 离心 10 min, KÆ WIA., WMA 
1 mL 裂解 缓冲 液 ，100% 水 浴 加 热 5 min 完全 裂解 
细胞 。16 000 r/min 离心 10 min, KÆ Еў, 用 
10 mL 去 离子 水 稀释 。 在 培养 上 内 用 硝酸 纤维 素 膜 
固定 再 体 裂 解 重 日 , 室温 育 1 h。 经 PBS 洗 膜 5 次 ， 
3% BSA 室温 育 3 h。 与 100 倍 稀 释 的 棉铃 虫 围 食 
膜 和 蛋白 抗 血 清 室温 结合 3 h 或 4%C 过夜, 使 HM72 
和 蛋 日 的 抗体 能 够 结合 到 膜 上 。 之 后 用 PBS 洗 膜 5 
K, 加 入 5 mL 0. 1 mol/L 的 甘氨酸 缓冲 液 (glycine 
buffer, pH 2.5), 室温 育 10 min, 将 结合 到 膜 上 的 
抗体 洗 脱 下 来 。 最 后 用 0.5 mL 1 mol/L Tris-HCl 2 
冲 液 (pH 8.0) 中 和 , 分 装 后 于 -200 IEF. 


1.8 HM72 在 棉铃 虫 围 食 膜 、 中 上 肠 及 其 他 组 织 和 结 
构 中 的 定位 

解剖 棉铃 虫 5 龄 活 牙 进食 期 幼虫 , 分 别 取 其 中 
№. BHRR ЛИ. WE GRE ER KE 
液 、 血 淋巴 、 姜 便 以 及 4 iti, SDS-PAGE 检测 并 
以 制备 的 HM72 特异 抗体 为 一 抗 , 进行 Western blot 
检测 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 肠 粘 蛋白 基因 HM72 的 序列 分 析 

利用 棉铃 虫 畏 食 膜 蛋 日 特异 性 多 克隆 抗体 租 选 
棉铃 虫 中 肠 cDNA 文库 , 共 进 行 11 Иа, 得 
到 385 个 不 同 阳 性 克隆 , 经 DNA 测序 和 序列 对 比 
确认 , Rr — ihid ИЕ E cDNA эу, 
Ё HM72。 核 酸 序列 分 析 显 示 , 该 cDNA 全 长 为 
2 888 bp( GenBank 登录 号 : HM017910) , Ж] 
ВЕЛЕ ( open reading frame, ORF) K 2 469 bp, 包含 起 
始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAA, 在 poly А 末端 
上 游 19 bp 处 有 一 个 多 聚 腺 苷 酸 信号 序列 ААТТАА 
(图 1)。 推 导 的 蛋白 序列 表明 ,HM72 蛋白 前 体 由 
823 个 氨基 酸 组 成 ，N- 端 带 有 16 个 氨基 酸 的 信号 
肽 , 预期 分 子 量 84.2 kDa, 55H54 3.63, 为 酸性 重 
日 质 。DNAMAN 分 析 其 定 含 甘氨酸 (Gly, С), Ж 
А10 (Thr, T) RI A SA (Азр, D), 分 别 占 
14.6%, 14.6% 和 11.4% 。 结 构 域 分 析 表 明 : HM72 
基因 具有 5 个 几 丁 质 结合 功能 域 (chitin binding 
domain, CBD), 1 个 精 和 蛋白 结 构 域 (mucin domain, 
MD), 2 个 甘氨酸 -天 冬 氨 酸 富 集 区 ( Gly-Asp rich- 
domain，CD ) 。 其 中 粘 重 日 结构 域 位 于 第 1、2 个 
CBD H, 两 个 甘氨酸 -天 冬 氨 酸 定 集 区 分 别 位 于 第 
3, 4 和 第 4, 5 个 CBD 28]. ЖЕНА ЕЛ 
AR MARMAR, HEBE 0- 联 糖 基 化 (图 
2) 。N- 联 糖 基 化 位 点 有 4 个 ,分 别 位 于 第 353, 
415, 423 $1561 位 氨基 酸 。 粘 生日 结构 域 中 重复 序 
列 为 ТРЕРТТТТТ, 重复 3 次 ; TTQAPTTTT 重复 6 
次 。 这 与 粉 纹 夜 蛾 的 粘 和 蛋 日 结构 域 重 复 序 列 
(TTQAPT) 基 本 一 致 。 与 已 知 昆 虫 肠 粘 蛋白 的 氨基 
酸 序 列 相 比 而 言 , 棉铃 忠 粘 重 晶 还 含有 一 个 独特 的 
序列 结构 区 : 甘氨酸 -天 冬 氨 酸 定 集 区 。 第 1 个 甘 
AR E EKHE, GNGCDGSCPDNGGNDGNGDGND 
序列 连续 重复 2 次 ; 2 CHARER, CDGSCP 
重复 5 次 ，DDGGNDGGNDG 重复 3 次 ，NDGG 重复 
15 次 。 
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1 GAGTGAAAACTAATAAAGGAATG TTTAAMACCCTCATACTCCTGACAGCCTTGGCGTCAGCCCTGGCTCGTCCCAGCGAAGAAGGGTCCCTCAACAATGGAC 
l HFKTLILLTALASALARPSEEGSLNNG 
103 — TCCTAGAGTACCACCCTGACTGCCCTCCGGCGGAGGTCCACTTCCTCCTCCCTCACG AGTATGACTGCACCAAGTTTTACTACTGCGAATATGGTCTGAAGT 
dj Lak * H*PUBOG PUPCOACECYUNS EO LoL Но о RU IR ROYXCOpy C R Y б 1 К 
205 — ACATCGAGCCTAGGGACTGTCCCCCTGGTACTGAGTTCAGTGCAGAAATTCAGGTCT GTGTTCATCCCGCTAGCGCTGGATGCACCCTCOCTGGATACTCCA 
62 — Y IEPRDCPPGTEFSAEIQVCVHPASAGCTLPGIYS 
307 — CCACTTCAGAAGCCCCGGCTCCTACAACTACTGCTGCTCCAACAACTACTGCTGCAC CAACAACAACGACTCCTGAGCCTACAACTACGACTACAACTCCTG 
96 ТТ$ЕАРАРТТТААРТТТ АА РТТТТРЕРТТТТТ Т Р 
409 — AACCTACAACTACGACTACAACTCCTGAACCTACCACTACTACTACAACTACTACAA CAACTACACCAGCGOCAACTACAACTACTACAACAACGACACCAG 
110 ЕРТТТТТТРЕРТТТТТТТТТТТРАРТТТТТТТТ Р 
511 CTCCAACAACAACGACTACTACAACAACACAAGCGOCTACTACGACTACTACAACAC AAGCGCCTACAACTACTACAACAACTACACAAGCTCCTACAACCA 
64 АРТТТТТТТТОАРТТТТТТОАРТТТТТТТО АР Т Т 
613 СТАСААССАСТАСАСААСССССТАСТАССАСТАСААСААСАСААСССССААССАСТА CTACAACTACTACACAAGCCCCAACTACTACGACTGCTGCACCTA 
198 ТТТТТОАРТТТТТТОАРТТТТТТТОАРТТТТ А А Р 
715 — CAAGTGCTGCACCTTCAACCACAGCTGCACCTTCAACAACTGCAGTGCCATCCACTG TAGCCCCTACGGCTGCACCTTCTACTGCTGCCCCATCCAGCACAG 
232 T S ÁXP ETT А А Р $ ТТ А ҮР 5 Т Ү А Р Т А А Р 5 Т А А Р 5 Е Т 
817 СССАСССАСАСТСТСАТТТСТТАСАСААТССАТССССАССТСАТТТССАТСТТСАСС ATCTTCTTCCCCACGAGGAATATTGTAACAAGTTCTACT ACTGTG 
26 A QPDCDFLDNGCPADEFDVH HLLPHEEYCNKFYYC 
919 — TCTTCGGTGAGAAGGTGGAGAGAGACTGTGCTCCTGGTACCTGGTTCAACTTTGAAA TTCAGGAGTGCGACTGGCCTTACAACGTAGACTGCGACAAAGGAG 
300 VFGEKVERDCAPGTWEFNFE IQECDWPYNVDCDKG 
1021  TCAGTGAAGTGACTCCTACTCCTCAACCACCCACCACCGAGAGGCCAGGAAACGACA ACGACTCCGGAGACATCCTGGACAATGGCTGCCCAGCTAACTTCG 
34 V SEV TPTPQPPTTERPGND NDSGDILDNGCPANF 
1123  ACGTCCACCACCTTCTTCCCCACGAAACTGACTGTGATAAGTTTTACTACTGCGTTT TCGGGGAGAAAGTCGAAAGGATCTGTGCTCCAGGCACATATTTCA 
38 DVHHLLPHETDCDKFYYCV FGEKVERICAPGTYF 
1225 — ACTACGAMTTCAGACTTGCGACTGGCCCCACAACGTAAACTGCTCATCATCAGGCG GTGGAAATGACTCCAACAGCATCGAAGACGATGTCGTTGGAGATG 
42 NYEIQTCDWPHNVNCSSSGGGONDSNSIEDDVVGD 
1327 — ACAACAATGACGGTAACGGCTGCGATGGCTCTTGCCCAGACAACGGOGGTAATGACG GTAACGACGGTAATGGAGATGGCAATGACGGTAACGGATGCGATG 
46 DNNDGNGCDGSCPDNGGNDGNDGNGDGNDGNGUCD 
1429 GCTCTTGCCCAGACAACGGCGGTAATGACGGTAATGGAGATGGCAATGATTGCGAAG ACGGTGGATTTGTGOCACTGCCCAATGGATGCCCAGCTGACTTCG 
40 GSCPDNGGNDGNGDGNDCE DGGFVPLPNGCPADE 
1531 ATATCCATCATCTGCTTCCACATGAATATGATTGCAATCGATTCTACTACTGTGTGC ATGGAGAGACTGTGOCAGCCCAATGTCCTC CTGGAACTCACTTCA 
504 DIHHLLPHEYDCNRFYYCV HGETVPAQCPPGTHEF 
1633 — GTGTTAAAGAACAGATTTGTGACTGGCCTCACTTAGCTGGATGTGAAGAGTCGGGAT CGGGAAGCTGCAATGGCTCTTGCCCCGATGACGGCGGTAATGATG 
5388 SVKEQICDWPHLAGCEESG SGSCINNGSCPDDGGND 
1735  GTGGAAACGATGGCGGTAACGACGGTGGCAATGGAGGCTGCGATGGCTCTTGCCCCG ATGACGGCGGTAACGACGGAGGCAATGACGGAGACAACGACGGTG 
52 GGNDGGNDGGNGGCDGSCP DDGGNDGGNDGDNDG 
1837 GCAATGGAGGCTGTGACGGTTCCTGCCCOGATGACGGCGGTAATGACGGAGGCAATG ACGGAGACAACGACGGTGGCAATGGAGGCTGTGACGGTTCCTGCC 
66 (GNGGCDGSCPDDGGNDGGNDGDNDGGNGGCDGSC 
1939 CCGATGACGGCGGTAATGACGGTGGCAACGACGGTGGTAATGACGGTGGCAATGGAG ATTGCGACGGAGGCAACGATGGTGGCAATGACGGTGGCAACGATG 
60 PDDGGNDGGNDGGNDGGNGDCDGGNDGGNDGOGHND 
2041  GCGGTAATGACGGTGGCAACGATGGCGGTAACGACGGTGGCAACGGAGGCTGCGATG GCTCTTGCCCCGATGACGGCGGTAATGACGGTGGCAACGACGGOG 
64 GGNDGGNDGGNDGGNGGCDGSCPDDGGNDGGNDG 
2143  GTAATGACGGAGACAATGATGGTGGTAACGATGGTGGTGATGGAAATTGCGACGGCT CATGOCCATCCCCAGTCACCCCOGAAGACATTTGCTCTAACGAGT 
78 GNDGDNDGGNDGGDGNCDG SCPSPVTPEDICSNE 
2245  GCAACGTCGCCCCCTGGGCTCATGACGACTGTGACAAGTACTGGATCTGCAAAGACA GTACTCCTATCCTCATTACCTGCTCCGAAGGTCTTCATTTCAACC 
142  CNY AP" AHDDCDKYWVICEKDSTPILITCSEGLHIEN 
2347  CTAGCACCTACACTTGTGACTTCCAGTGCAATGCTGGATGCGTTAGGGAGAATGTOC AGACAACTGCTGATGCTACTGGOGTGAAAATTTTCCTACCCTGGG 
776 PSTYTCDFQOCNAGCYRENY QT ТАР АТ б ҮК 1 Е 1, Р И 
2449 ATAAGGTTAATAGCGAGATGAAGAAATTGTTGAAGATATAA ТТСТААААСССТТТТААААААТСТТТСАТАТАТСТТТССТАААСАСААТТСТАААТАТАТТ 
80 DKVNSEMKKLLIEKE I s 

2551 TATTTGTAATTCAAAATAAATGACAAATTAAATCAATTGTACAAAAAAACTGGTTTT TAAATTTTTACTGCTAAATAAATGAATGCAATTTTATTTAATTCT 
2653 TTTGATTTTGTAATTGTATTTTTTTATGTTTTTTTATCTTTATTGATAGATGTATGC TGCTAACAGTATTTGTCTGTGGGCCAAGATAGAAAAMATATGACT 
2755  ATTTTATTAATAMATAATATTTTTTTTATAAAATGATTATATATGACTCTCTGTAT CATTTTAAAATAAATGCTATATGAGGAG [AATTAAATGTTTTTTTT 
2857 ТТАТАААТАААААААДААААААААААААААА А 


图 1 棉铃 虫 肠 粘 蛋白 НМ72 cDNA 核 苷 酸 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 The cDNA nucleotide and deduced amino acid sequences of intestinal mucin HM72 from Helicoverpa armigera 


图 中 双 下 划 线 标示 起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAA; 下 划 线 标示 信号 肽 序列 ; 实 线 方 框 内 为 多 聚 腺 车 酸 信号 序列 ; 虚线 方 框 内 为 N- 联 粮 
基 化 位 点 。The translation initiation codon ATG and stop codon ТАА are double underlined; the signal peptide sequence is underlined; the potential 
polyadenylation signal sequence is indicated in box; the potential N-glycosylation sites are indicated in dotted-boxes. 
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NetOGlyc 3.1: predicted O-glycosylation sites in sequence 


O-glycosylation potential 
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图 2 df UE НМ72 0- 联 糖 基 化 位 点 预测 及 结构 域 分 析 
Fig. 2 Prediction of O-glycosylation sites and domain analysis of the intestinal mucin HM72 from Helicoverpa armigera 
丝氨酸 及 异 亮 氨 酸 残 基 为 潜在 的 0- 联 糖 基 化 位 点 , 用 竖 线 表示 ,水平线 表示 糖 基 化 阅 值 , XB iE [ELS 9 AE DL BE AE [E Serine and threonine 
residues as the potential O-glycosylation sites are indicated by vertical lines. The threshold level of glycosylation is indicated with a horizontal line and the 
residues exceeding the threshold level are expected to be glycosylated. CBD; 几 丁 质 结 人 台 结 构 域 Chitin binding domain; MD; JE E {ЫШ Mucin 


domain; GD: 甘氨酸 -天 冬 氨 酸 富 集 区 Gly-Asp-rich domain. 


2.2 HM72 与 不 同 肠 粘 蛋白 间 氨 基 酸 序列 的 比较 
分 析 

利用 DNAMAN 软件 进行 多 重 序列 比 对 ,结果 
表明 (图 3), Ме ШШ hi E A HM72, IIMI 
( GenBank 登录 与 ， ACB54934. 1 ) ПМЗ ( GenBank 
登录 号 ，ACB54954. 1). 、IIM4 ( GenBank 登录 号 : 
АСВ54955.1) 和 IIM86 ( GenBank 登录 B., 
ABW98670. 1) 的 氨基 酸 序 列 相 似 性 为 $1.9% ,其 
中 HM72 与 IIM86 相似 性 最 高 , 为 89.296 , 与 IMI 
相似 性 次 之 , 为 62.8% 。 将 棉铃 虫 肠 粘 和 蛋白 基因 与 
GenBank 中 登录 的 其 他 昆虫 肠 烙 蛋白 基因 进行 聚 类 
分 析 ， 其 中 包括 : d$ H. armigera ПМІ 
( GenBank 登录 号 : ACB54934. 1 ) IIM2 ( GenBank 
登录 号 ，ACB54933. 1) 、IIM3 ( GenBank 登录 号 ， 
АСВ54954. 1) 、IIM4( GenBank 登录 号 : ACB54955. 
1)、IIM15( GenBank 登录 号 : ABX58211. 1 ) IIM46 
( GenBank 登录 号 : ABX58212. 1) 、IIM86( GenBank 
Xf 3t. АВҮӘ8670. 1); Б H F fè 0 Anopheles 
gambiae IIM( GenBank 登录 号 : XP. 320394. 4); $ 
带 夜 蛾 M. configurata IIM ( GenBank 登录 号 : 
AAL17912.1)、IIM2( GenBank X&3&-E-. ACN52066. 
1), IIM4 (GenBank ## 3* E. ACN52068. 1); #321 
REIR T. ni IIM14( GenBank 登录 号 : AAC47556.1), 
IIM22( GenBank 登录 号 : AAC47557.1); 小 菜 蛾 已 
xylostella IIM ( GenBank 登录 号 : AAN63949. 1); 


X Tx ЩЩ S. exigua ПМ ( GenBank 登录 号: 
ABWO06596. 1) ; ZR UG X Tribolium castaneum ПМ 
( GenBank 登录 号 : NP. 001161929. 1) , 利用 MEGA 
软件 ,采用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ， 如 图 4 所 示 ， 
棉铃 虫 肠 粘 和 蛋白 间 同 源 性 差异 较 大 ，HM72 与 棉铃 
虫 肠 IM86 ПМІ 同 源 性 较 高 , 首先 聚 为 一 类 , Ж 
后 与 甜菜 夜 蛾 ПМ 聚 为 一 类 。 
2.3 HM72 原核 表达 载体 的 构建 及 在 Е. coli 中 的 
表达 

TER Н ЕК HM72 vi Ф| pET21b 载体 ， 
构建 重组 表达 载体 pET21b-HM72, 利用 Xho I ЯП 
Not І 双 酶 切 进行 鉴定 。 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 表明 ， 
重组 质粒 pET21b-HM72 被 Xho І 和 Not І 双 酶 切 为 
5.4 kb 的 载体 片段 和 2.9 kb 的 肠 粘 蛋 日 基因 片段 ， 
证 明 重 组 表达 载体 构建 成 功 。 接 种 鉴定 正确 的 重组 
F, 加 入 PTG 诱导 重 日 表达 。 以 未 诱导 pET21b- 
HM72 的 大 肠 杆菌 作为 阴性 对 照 ， 发现 pET21b- 
HM72 Æ 37C, 1 mmol/L, 1.25 mmol/L IPTG 进行 
诱导 时 , 成 功 表 达 约 100 kDa 的 目的 蛋 日 , 在 6 -~ 
8 h 表 达 量 最 大 (图 5)。 
2.4 HM72 在 棉铃 虫 各 组 织 中 的 Western blot 
检测 

从 棉铃 虫 围 食 腊 蛋 日 总 抗体 中 分 离 得 到 HM72 
的 特异 抗体 , 并 以 此 检测 其 在 棉铃 虫 幼 虫 各 组 织 中 
的 存在 情况 ,以 及 在 中 肠 和 围 食 膜 中 的 分 布 情况 。 
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3 ”棉铃 虫 肠 粘 蛋 白 НМ72 与 其 他 肠 粘 蛋白 间 和 氨基 酸 的 序列 比 对 
Fig. 3 Amino acid sequence alignment of HM72 with different ПМ in Helicoverpa armigera 


Ha; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera. ПМЗ, ПМ4, IIM86, НМ72 和 IIMI 的 GenBank 登录 号 分 别 为 АСВ54954. 1, АСВ54955. 1, ABW98670. 1, 


НМ017910 和 ACB54934. 1, GenBank accession numbers of ПМЗ, IIM4, IIM86, 


НМ017910 and ACB54934. 1, respectively. 


Western blot 结果 显示 : ТЕЙ eS ШЙ, E, MAR 
及 中 肠 中 均 存 在 HM72, ER Shh ps dis ep gs 1 09 
弱 的 阳性 信号 ， 而 脂肪 体 、 体 壁 、 马 氏 管 、 唾 腺 、 消 
化 液 及 血 淋 巴 中 未 见 阳性 信号 反应 。 取 其 围 食 膜 
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НМ72 and ПМІ are АСВ54954. 1, ACB54955. 1, ABWO98670. 1, 


前 \ 中 、 后 半 部 , 中 肠 前 半 部 分 和 整个 中 肠 , 检测 发 


现 , 棉铃 虫 
分 布 , 并 由 整个 中 肠 分 泌 ( 图 б) 





TIE BORSE E] НМ72 在 其 围 食 膜 中 均匀 
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图 4 昆虫 肠 粘 蛋白 间 系 统 发 育 树 分 析 ( 邻接 法 ) 
Fig. 4 Analysis of phylogenetic tree based on HM72 amino acid sequence and other ПМ from insects with Neighbor-Joining method 
各 分 支 上 的 数值 代表 遗传 距离 。The number of pairs of neighbors in a tree represents evolution distance. 





图 5 pET21b-HM72 表达 产物 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 5 SDS-PAGE analysis of pET21b-HM72 
expression products 

M: ЖА 7 ЕЕ ЖЕ Protein molecular weight marker; 1; pET21b- 
HM72 未 经 IPTG 诱导 Expression of pET21b-HM72 without. IPTG 
induction; 2-6; 用 1 mmol/L IPTG 377C 7-9] i$ 2, 4, 6, 8, IO h 
时 pET21b-HM72 的 表达 Expression of recombinant plasmid pET21b- 
HM72 induced by 1 mmol/L IPTG at 37T for 2, 4, 6, 8 and 10 h, 
respectively; 7 – 11; H1 1.25 mmol/L IPTG 37°С 415] i$ 5 2, 4, 6, 8, 
10 h 时 pET21b-HM72 的 表达 Expression of recombinant plasmid 
pET21b-HM72 induced by 1. 25 mmol/L IPTG at 377€ for 2, 4, 6, 8 
and 10 h, respectively. 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 





图 6 Wester blot 检测 HM72 在 棉铃 虫 幼 里 各 组 织 中 的 分 布 
Fig. 6 Detection of HM72 in various tissues of 
Helicoverpa armigera larvae by Western blot analysis 
1: ДЕ {Ж Fat bodies; 2; 血 淋 巴 Hemolymph; 3; 4 Ё Exuviae from 
the larvae molting of the 4th instar; 4; 排泄 物 Fecal pellets from the 5th 
instar larvae; 5; {Ж Et Integument; 6; 中 肠 Midgut; 7: 围 食 腊 
Peritrophie membrane; 8; Ў [5 XE Digestive fluid; 9; B [C E 
Malpighian tubules; 10; 唾 腺 Salivary glands; 11; PM 前 部 Anterior 
portion of PM; 12; PM 中 部 Middle portion of PM; 13; PM 后 部 
Posterior portion of PM; 14; 中 肠 前 部 Anterior portion of the midgut; 

15; 整个 中 肠 The whole midgut. 
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3 讨论 


不 同 昆 虫 的 粘 恒 日 结构 域 之 间 具 有 相似 性 ， 而 
是 精 和 蛋白 区 域内 部 序列 高 度 重复 。 已 知 粉 纹 夜 蛾 和 
烟草 天 蛾 肠 烙 重 日 的 mucin domain 中 的 重复 序列 比 
较 短 , 为 4~8 个 氨基 酸 , 而 有 旦 在 结构 上 简单 重复 
25 次 (Wang and GCranados，1997b ) ， 小 某 蛾 肠 粘 和 蛋 
日 的 重复 序列 较 长 ,达到 27 个 氨基 酸 , 相对 复杂 ， 
АНЖЕ, 仪 发 生 2 ~ 11 次 (Sarauer et al., 
2003 ) 。 本 研究 所 得 HM72 的 mucin domain "Pg 5 
HAR ЛАЗ Т4, 重复 序列 TPEPTTTTT, 
重复 3 次 ; TTQAPTTTT 重复 6 次 。 李 杰 等 (2010 ) 
通过 PAS 染色 人 研究 表明 棉铃 虫 围 食 膜 重 日 中 大 部 
ЛЕН, 218 FREE НН) 75% , 但 是 棉铃 
жин У НЕИН, О-ВИ 
ЕЕЗ E ЖАЫ LB s [Н] ЖЫ 2Р8 Ж. N-HX 
糖 基 化 位 点 的 分 布 并 不 均 义 。 张 起 等 (2008 ) 研究 
发 现 , TECLAS SH Fl E rho FS] E RS EHF, H% 
TRE E SeIIM-8 ， 除 具有 已 知 昆虫 肠 粘 重 日 
的 氨基 酸 序列 特征 外 ,还 含有 一 个 独特 的 天 冬 氨 酸 
富 集 区 , 该 区 域内 序列 DDDKPGCNGNCPE 重复 达 
12 次 。 本 研究 所 得 HM72 ЖН НУ Н AR- 
天 冬 氮 酸 富 集 区 。 第 1 个 甘氨酸 富 集 区 内 ， 
GNGCDGSCPDNGGNDGNGDGND 序列 连续 重复 2 
次 ; 第 2 个 甘氨酸 富 集 区 内 ，CDGSCP 重复 5 次 ， 
DDGGNDGGNDG 重复 3 X, NDCC 重复 15 次， 该 
区 域 是 首次 在 棉铃 虫 肠 粘 重 日 HM72 中 发 现 , 其 作 
用 未 知 。 

鲜 翅 目 昆 虫 肠 粘 重 日 是 一 种 与 1 型 围 食 膜 紧密 
结合 的 糖 蛋白 ，Wang 和 Granados( 1997b) 等 研究 表 
Н), MARUR MEH SDS-PAGE 表 观 分 子 量 约 为 
400 kDa,， 而 预测 的 成 熟 重 日 分 子 量 大 小 约 为 81.7 
kDa, 分 子 量 大 小 差异 可 能 是 由 于 粘 生 昌 结 构 域 中 
存在 须 基 酸 碱 基 偏 倚 性 ,或 是 与 粘 重 日 高 度 糖 基 化 
有 关 。 本 人 研究 发 现 HM72 在 E. coli 中 成 功 表 达 约 
100 kDa АЖЫ, 高 于 预测 的 和 蛋 日 分子 量 84.2 
kDa, 与 其 结 采 相似 。 本 研究 在 E. coli 中 成 功 表达 
9 6 ЙЕН HM72, 为 目的 重 昌 的 分 离 、 纯 化 ， 
以 及 棉铃 虫 肠 精 和 蛋白 的 功能 研究 并 定 了 基础 。 

Wang 和 Granados ( 1997b) 利用 粉 纹 夜 蛾 肠 粘 
和 蛋 日 特异 性 抗体 对 ПМ 在 其 幼虫 各 组 织 中 的 分 布 情 
况 进 行 Western blot 分 析 时 发 现 , dE 3:57] E ЕЛЕ 
中 检测 到 约 200 kDa 的 阳性 信号 ,中 肠 是 唯一 检测 


到 大 量 ПМ 阳性 信号 的 幼虫 组 织 , 一 些 低 分 子 量 的 
重 日 同时 被 检测 到 , 可 能 是 因为 ПМ E ES TEETI VS 
基 化 的 过 程 中 未 被 完全 糖 基 化 , 在 血 淋 巴 中 检测 到 
66 ~ 97 kDa 的 微弱 的 阳 信 号 ,而 在 马 氏 管 、 唾 腺 、 
旨 肪 体 及 表皮 中 未 发 现任 何 阳 性 信号 。 本 研究 结果 
表明 , 在 棉铃 虫 幼 虫 围 食 膜 、 中 肠 以 及 姜 便 中 均 可 
发 现 IM 的 大 量 阳 性 信号 , 而 在 脂肪 体 、 体 壁 、 马 
氏 管 、 唾 腺 、 消 化 液 、 血 淋巴 中 未 检测 到 任何 ПМ 
的 阳性 信号 , 与 Wang 和 Granados (1997b ) 结果 相 
似 。Tellam 等 (1999 ) 根据 围 食 膜 的 形成 方式 可 将 
其 分 为 两 类 : 一 类 为 由 整个 或 部 分 中 肠 上 皮 细 胞 分 
泌 所 形成 , 呈 多 层 重 欠 的 管状 膜 , 约 0.5 ~1.0 pm 
ER, 通常 称 为 [型 围 食 膜 , Ze РБ Н E HUN 
幼虫 中 。 万 一 类 是 由 昆虫 中 肠 前 端 贡 门 处 分 刻 所 产 
E, 是 一 种 两 端 未 封闭 的 管状 结构 , 约 1~3 层 , 并 
且 比 工 型 围 食 膜 的 结构 更 规则 有 序 , 通常 称 为 下 型 
ШЕЛ, 多 见于 鲜 翅 目 昆虫 的 成 幼虫 中 。 本 人 研究 利 
用 所 制备 的 HM72 特异 性 抗体 对 其 在 围 食 膜 及 中 上 肠 
中 的 分 布 情况 进行 Western blot 分 析 。 结 果 表 明 ， 
HM72 由 整个 中 肠 上 皮 细 胞 分 泌 , 证 明 棉 铃 虫 围 食 
膜 属 于 典型 的 I 型 围 食 膜 。 

本 研究 通过 租 选 棉铃 虫 中 肠 cDNA 文库 , 首次 
克隆 到 编码 棉铃 忠 围 食 膜 肠 烙 重 晶 基因 HM72 , 并 
对 其 进行 了 序列 分 析 、 原 核 表 达 和 组 织 定位 等 方面 
的 研究 ,为 寻找 与 棉铃 虫 生物 防治 相关 的 功能 基 
因 , 深入 研究 棉铃 忠生 防 机 制 , TREH A E 
标 提 供 理 论 依 据 , 为 进一步 明确 昆虫 与 病原 微生物 
之 间 相 互 作用 的 分 子 机 理 等 提供 前 提 和 基础 。 
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